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Введение. Тироксин (Т4) – один из двух главных гормонов щитовидной
железы,  основной функцией которого  является  регуляция  энергетического  и
пластического обмена в организме. Общий тироксин – это сумма двух фракций:
связанной  и  не  связанной  с  белками  плазмы  крови.  В  ходе  исследования
определяется  концентрация  в  крови  связанной  и  не  связанной  с  белками
фракции  основного  гормона  щитовидной  железы  –  тироксина.  Это  один  из
важнейших  тестов  для  оценки  функции  щитовидной  железы,  однако  его
результаты  зависят  от  количества  белков,  связывающих  тироксин  в  плазме
крови,  что  не  позволяет  определять  концентрацию  биологически  активной
фракции  гормона.  Основными  белками,  связывающими  тироксин  в  плазме
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крови, являются альбумины. От их количества зависит соотношение свободной
и связанной фракции тироксина и косвенно активность гормона[1]. Тироксин
составляет  около  90  %  от  общего  количества  гормонов,  выделяемых
щитовидной  железой. Щитовидная  железа  контролирует  обмен  веществ  и
интенсивность потребления энергии организмом. Она работает по механизму
обратной связи с гипофизом. Гипофиз выделяет тиреотропин (ТТГ) в ответ на
понижение  концентрации  тироксина,  стимулируя  тем  самым  щитовидную
железу к выработке гормонов. Когда уровень тироксина повышается, гипофиз
начинает  вырабатывать  меньше  тиреотропного  гормона  и  секреция
щитовидной железой тироксина снижается[2].
Если  щитовидная  железа  не  в  состоянии  производить  достаточное
количество  тироксина  либо  тиреотропного  гормона  для  ее  стимуляции
вырабатывается  недостаточно,  появляются  симптомы  гипотиреоза.  У  таких
больных увеличивается масса тела,  сохнет кожа, повышается утомляемость,
они  становятся  очень  чувствительны  к  холоду,  у  женщин  нарушается
менструальный  цикл.  Когда  щитовидная  железа  выделяет  повышенные
количества тироксина, обменные процессы в организме и выработка в клетках
энергии усиливаются, что приводит к гипертиреозу. Учащенное сердцебиение,
беспокойство,  потеря  веса,  нарушение  сна,  дрожь  в  руках,  сухость  и
покраснение глаз, отечность лица – основные симптомы этого заболевания.
Наиболее  распространенная  причина  нарушения  баланса  тиреоидных
гормонов–аутоиммунные поражения железы. Наиболее распространенные из
них–базедова  болезнь  (вызывает  гипертиреоз)  и  тиреоидит  Хашимото
(гипотиреоз). Осложнениями гипер-тироксин и гипотиреоза являются рак щитовидной
железы,  тиреоидит.  Влияние  этих  заболеваний  на  функцию  щитовидной
железы может быть выяснено путем анализа на тироксин[3].
Актуальностью  темы  является разработка  новых  и  совершенствование
существующих  аналитических  методов  с  высокими  чувствительностью,
точностью и широкими диапазонами определяемых концентраций.  Одним из
методов,  отвечающих  этим  требованиям,  является  вольтамперометрия  (ВА).
Кроме того, эти методы обладают простотой аппаратурного и методического
оформления,  сравнительной  быстротой  выполнения  и  малой  стоимостью
анализа  [4].  Таким  образом,  с  одной  стороны,  широкий  спектр  применения
вышеперечисленных  биосоединений,  а  с  другой  стороны,  та  опасность,
которую они несут для человека и его организма при превышении предельно
допустимых  концентраций,  требуют  разработки  экспрессных  и
высокочувствительных методов контроля их содержания [5].
В  работе  6 показано,  влияния  оксиэтилированных  нонилфенолов  и  их
производных,  было определено содержание гормонов гипофиза,  щитовидной
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железы,  эпифиза,  на  45  сутки  воздействия  веществ  в  дозе  1/10  ДЛ50  в
сыворотке крови наблюдается снижение уровня тироксина, мелатонина на фоне
повышения тиреотропина, что свидетельствует о формировании напряженного
адаптивного  состояния  с  начальными  признаками  истощения  защитно-тироксин
компенсаторных механизмов.
В работе7изучен  иммуноферментный анализ флуоресценции лантанида
для  количественного  определения  общего  тироксина  Т4  в  пятне  крови,
высушенном на фильтровальной бумаге, определены области его клинического
применения. Метод основан на твердофазном одновременном иммуноанализе
со  специфическими  моноклональными  антителами  к  Т4,  маркированными
хелатами  ионов  европия,  и  конъюгатом  гетерологичного  гаптена  Т3,
сорбированного  в  отверстиях  пластин с  бычьим сывороточным альбумином.
Измерения  интенсивности  флуоресценции  производились  флуорометром  в
режиме временного разрешения. 
В работе показана 8 методика количественного определения L-тироксинтироксина
в модельном растворе и индивидуальном препарате с помощью инверсионной
вольтамперометрии.  Для  этого  исследованы  рабочие  условия
вольтамперометрического поведения L-тироксин тироксина, а именно оценено влияние
различных  факторов  (потенциал  накопления,  время  накопления,  скорость
развертки,  природы  фонового  электролита)  на  потенциал  и  величину  тока
восстановления тироксина. 
Применение  высокочувствительных  методов  -тироксин  люминесцентного,  масс-тироксин
спектрометрического  и  методов  хроматографии  с  различными  детекторами
зачастую  ограничено  влиянием  компонентов  основы  на  величину
аналитического  сигнала  определяемого  компонента,  сложной  подготовкой
образца,  длительностью  проведения  анализа  и  высокой  стоимостью
оборудования.
Использование же метода амперометрии в количественном и качественном
контроле  биообъектов обусловлено  простотой  техники  измерений  и
аппаратуры, высокой чувствительностью и экспрессностью.
Цель  работы. Оптимизация  условий  и  разработка  экспрессных  и
высокочувствительных  амперометрических  методик  определения  микро
концентраций  гормона  тироксинасстандартном  раствором  европия  в
лекарственных препаратах.
Методы  и  материалы. Для  проведения  исследования  было  изучено
влияние потенциала, подаваемого на индикаторные электроды (0,25-тироксин1,0 В), на
форму  кривых  и  результаты  амперометрического  титрования  (АТ)  гормона
тироксина  растворомстандартным  раствором  европия.  Как  правило,
концентрация реагентов на несколько порядков должна превышать количество
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определяемых  металлов.  Титрант  прибавляют  небольшими  порциями
прецизионной  поршневой  микробюреткой,  благодаря  чему  разбавлением
исследуемого раствора можно пренебречь [9].
Объектом  исследования  служил  препарат  «L-тироксинтироксин  100  Берлин-тироксин
Хеми» (действующее вещество: Левотироксин натрия (Levothyroxine Sodium))
фирмы «Берлин Хеми» с содержанием тироксина 100 мкг. Вспомогательные
вещества:  кальция  гидрофосфат  водный;  метилкарбоксицеллюлоза;
карбоксиметилкрахмала  натриевая  соль  (тип  А);  декстрин;  глицериды
длинноцепочечные парциальные.
Плоские  с  обеих  сторон  таблетки  от  желтого  до  зеленовато-тироксинжелтого
цвета,  со  скошенной  кромкой,  снабженные  односторонней  насечкой  для
деления.
Подготовку таблеток,  содержащих тироксин, осуществляли следующим
образом.  В  ступку  помещали  20  таблеток  с  содержанием  L-тироксинтироксина  100
мкг,  растирали  их  до  порошкообразного  состояния,  затем  полученный
порошок,  соответствующий  массе  0,1060  г  (точная  навеска),  помещали  в
мерную колбу на 50 мл, растворяли в небольшом количестве 0,01 М раствора
натрия  гидроксида,  затем  объем  доводили  до  метки.  Полученный  раствор
фильтровали  через  бумажный  фильтр  в  мерную  колбу  на  100  мл  и  затем
объём раствора  в  мерной колбе доводили раствором гидроксида  натрия  до
метки.  Раствор  L-тироксинтироксина (Lot № Т2376, фирма  SigmaAldrich, хр.ч.)(0,001
М),  готовили  растворением  навески  хорошо  высушенного  препарата
бидисстиллированной водой. На анализ брали объем аликвоты, равный 1,0 мл.
Все  параметры  методики  определения  тироксина  в  препарате  были
идентичны параметрам методики тироксина в модельном растворе.
В  кварцевый  стаканчик  емкостью  10  мл  наливают:  1,0  мл  4  мкг
натриевой солей Т4 и 4 мл универсального буфера с рН=4,5при потенциале
0,8  В,  опускали  двумя  вращающим  платиновом  электродами  титровали
стандартном раствором европия. 
Стандартные  растворы  катионов  европия  и  других  металлов,  а  также
анионов: нитрат-тироксин, ацетат-тироксин, хлорид-тироксин и перхлорат ионов с концентрацией 0,01 М
готовили по методике [10].
Все используемые буферные смеси готовились в соответствии с приёмами
и процедурами, известными в мировой литературе [11].
Контроль pH буферных смесей осуществляли с помощью универсального
иономера  ЭВ-тироксин74  ирН-тироксинметра  рН/мV/ТЕМР  Meter  P25  EcoMetКорейского
производства. В работе использовали кондуктометр “MetlerToledo”.
Результаты и обсуждение
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Влияние  напряжения.  На  основании  выявленных  вольтамперных
характеристик  европия  на  платиновым дисковом  микроаноде  в  присутствии
различных  фоновых электролитов  в  диметилформамидном растворе  следует,
что амперометрическую индикацию конечной точки титрования (КТТ) ионов
различных  металлов  с  двумя  индикаторными  электродами  необходимо
проводить при напряжении 0,20-тироксин1,50 В. При титровании растворами европия в
зависимости от природы применяемого фона по возникающему анодному току
титранта АТ следует проводить в диапазоне потенциалов 0,65-тироксин0,9 В. 
Напряжение на индикаторных электродах изменяли в пределах 0,1-тироксин1,4 В
ступенями в 0,2 В. Для каждого случая изучения величины напряжения, при
этом титрование повторяли не менее 3-тироксин5 раз.  Было показано,  что изменение
величины  этого  параметра  на  электродах  в  указанном  диапазоне  оказывает
влияние  на  крутизну  обеих  ветвей  кривой  титрования  и  на  длину  ее
прямолинейных  участков,  но  в  то  же  время  практически  не  влияет  на
результаты АТ ионов исследуемых металлов.
Так как природа и концентрация фонового электролита и буферной смеси
оказывают решающее влияние на ход и результаты АТ тироксина раствором
европия при титровании определяемых металлов было изучено влияние именно
этих факторов на форму амперометрических кривых.
Исследование влияния различных по природе фоновых электролитов и
буферных смесей с рН 1-тироксин12 на результаты титрования показало, что тироксин
достаточно  хорошо  титруется  в  слабокислых  средах  (рН  3,84-тироксин5,86),  а  в
нейтральных  и  основных  –  они  образуют  малопрочные  комплексные
соединения  с  используемым  реагентом  и  соответственно  титруются
недостаточно  хорошо.  Некоторые  из  полученных  результатов  АТ тироксина
стандартным раствором европия приведены на рисунке
Рис. Влияние различных рН
универсального буферного
раствора на форму кривых АТ
тироксина раствором европия.
Для статистической оценки точности разработанного метода определения
тироксина  раствором  европия  с  двумя  платиновыми  индикаторными
электродами были проведены АТ его различных количеств с многократным (не
менее 4 раз) повторением каждого определения при следующих оптимальных
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условиях: 2,0 мл 0,04 М универсального буферного раствора (рН 4,5), разность
потенциалов ΔEE=0,8 В, общий объём исследуемого раствора -тироксин10 мл.
Все  параметры  методики  определения  тироксина  в  препарате  были
идентичны параметрам методики тироксина в модельном растворе.
В  кварцевый  стаканчик  емкостью  10  мл  наливают:  1,0  мл  4  мкг
натриевой солей Т4 и 4 мл универсального буфера с рН=4,5 при потенциале
0,8  В,  опускали  двумя  вращающим  платиновом  электродами  титровали
стандартном раствором европия. 
Результаты  титрования  различных  количеств  тироксина  раствором
европия, обработанные в соответствии с правилами и процедурами, известными
в литературе математической статистики [5], приведены в таблице.
Таблица
Результаты амперометрического титрования различных количеств тироксина










1 3,88 3,910,39 0,25 0,063
2 7,76 7,840,52 0,33 0,042
3 11,66 11,740,73 0,47 0,040
4 15,52 15,530,86 0,55 0,035
5 19,40 19,420,89 0,57 0,029
Как  видно  из  данных  таблицы,  найденные  количества  тироксина,
соответствуют  его  введенным  содержаниям  и  не  выходят  за  пределы
доверительного  интервала,  что  ёще  раз  подтверждает  высокую  точность
разработанной  амперометрической  методики  определения  тироксина,  с
относительным стандартным отклонением (Sr), не превышающим 0,063.
Эксперименты  показали,  что  при  АТ  ионов  тироксина  получаются
комплексы  составов  Ме:Реагент=1:1.  Достаточно  хорошо  соблюдается
пропорциональность  между  взятым  количеством  металла  и  затраченным




















Заключение. Таким  образом,  метрологические  характеристики  АТ
тироксина  раствором  европия  на  различных  по  природе  фоновых
электролитах  при  оптимизированных  условиях  свидетельствует  о  высокой
точности предлагаемой методики. Рассчитаны мольные соотношения металла
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и  реагента,  (Мe:HR)=1:1.  Это  означает  о  высокой  прочности  комплекса  и
избирательности  метода.  Нижняя  граница  определяемых  содержаний,  (Сн)
составляет  3  мкг/мл. Все  параметры  методики  определения  тироксина  в
препарате  были  идентичны  параметрам  методики  тироксина  в  модельном
растворе.  Разработанную методику определения тироксина,  можно успешно
применять для анализа тироксинсодержащих лекарственных препаратов
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